Inferring Gene Regulatory Networks from a Population of Yeast Segregants by Chen, Chen et al.
Purdue University 
Purdue e-Pubs 
Purdue University Libraries Open Access 
Publishing Support Fund 
Purdue Libraries and School of Information 
Studies 
2-4-2019 
Inferring Gene Regulatory Networks from a Population of Yeast 
Segregants 
Chen Chen 
Purdue University, chen1167@purdue.edu 
Dabao Zhang 
Purdue University, zhangdb@purdue.edu 
Tony R. Hazbun 
Purdue University, thazbun@purdue.edu 
Min Zhang 
Purdue University, minzhang@purdue.edu 
Follow this and additional works at: https://docs.lib.purdue.edu/fund 
 Part of the Statistics and Probability Commons 
Recommended Citation 
Chen, C., Zhang, D., Hazbun, T.R. et al. Inferring Gene Regulatory Networks from a Population of Yeast 
Segregants. Sci Rep 9, 1197 (2019). https://doi.org/10.1038/s41598-018-37667-4 
This document has been made available through Purdue e-Pubs, a service of the Purdue University Libraries. 
Please contact epubs@purdue.edu for additional information. 
www.nature.com/scientificreports
opeN 
Received: 31 July 2018 
Accepted: 30 November 2018 
Published: xx xx xxxx 
Inferring Gene Regulatory 
Networks from a popula tion 
of Yeast segregants 
Chen Chen1, Dabao Zhang1,3, tony R. Hazbun2,3 & Min Zhang1,3 
Constructing gene regulatory networks is crucial to unraveling the genetic architecture of complex 
traits and to understanding the mechanisms of diseases. on the basis of gene expression and single 
nucleotide polymorphism data in the yeast, Saccharomyces cerevisiae, we constructed gene regulatory 
networks using a two-stage penalized least squares method. A large system of structural equations 
via optimal prediction of a set of surrogate variables was established at the first stage, followed by 
consistent selection of regulatory effects at the second stage. sing this approach, we identified 
subnetworks that were enriched in gene ontology categories, revealing directional regulatory 
mechanisms controlling these biological pathways. our mapping and analysis of expression-based 
quantitative trait loci uncovered a known alteration of gene expression within a biological pathway that 
results in regulatory effects on companion pathway genes in the phosphocholine network. In addition, 
we ident ify nodes in these gene on tology-enriched subnetworks that are coordinately controlled 
by transcription factors driven by trans-acting expression quantitat ive trait loci. Altogether, the 
integration of documented transcription factor regulatory associations with subnetworks defined by a 
system of structural equations using quantitative trait loci data is an effective means to delineate the 
transcriptional control of biological pathways. 
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Figute 1.ffr ffpeffr$argestffrgeneffrregu$atoryffrsubnetwor#sffr!nffryeast.ffrW !$effrt effrdotted,ffrdas -dotted,ffrdas ed,ffrandffrso$!dffr 
$!nesffr!mp$!edffrt effrcorrespond!ngffrconnect!onsffrwereffrconstructedffrrespect!ve$yffr!nffr[80%,ffr90%),ffr[90%,ffr95%),ffr[95%,ffr 
100%),ffrandffr100%ffrofffrt effrbootstrapp!ngffrdataffrsets,ffrt effrb$ueffrarrow-ffrandffrredffrbar- eadedffr$!nesffr!nd!cateffrupffrandffrdownffr 
regu$at!ons,ffrrespect!ve$y.ffrH!g $!g tedffr!nffrye$$owffr!sffrt effrInos!to$ffrsubnetwor#ffr!nffrw !c ffrsevera$ffrgenesffr!nvo$vedffr!nffr 
t effrCDp-DAG/p osp oc o$!neffrpat wayffrareffrcoord!nate$yffrrepressedffrbyffrexogenousffr!nos!to$.ffrW!t !nffrt effram!neffr 
b!osynt et!cffrprocessffrsubnetwor#ffr !g $!g tedffr!nffrgreen,ffrNEU2,fwNP D1,fwY GR012W,fwNYS14,fwINV6 ,ffrandffr ARO4ffrareffr 
!nvo$vedffr!nffrmu$t!p$effrb!osynt et!cffrprocessesffr(asffrs ownffr!nffrTab$effmS5). 
offfrt eseffrsubnetwor#sffrw!t ffrt effr$!teratureffrandffrot erffrfunct!ona$ffrgenom!csffrdatabaseffr!nformat!onffrsuc ffrasffrmrnAffr 
proffn$!ng. 
the phosphocholine subnet work. A$$ffrofffrt effrgenesffr!nffrt effrp osp oc o$!neffrsubnetwor#ffr( !g $!g tedffr!nffr 
ye$$owffrofffrF!g.ffm1 ),ffrexceptffrforffrOPT1 ,ffr aveffrs!m!$arffrpatternsffrofffrregu$at!onffrandffrareffrrepressedffrbyffrt effrpresenceffrofffr!nos!to$ffr 
orffrc o$!neffr!nffryeastffrgrowt ffrmed!um.ffrffpeffrma"or!tyffrofffrt effrgenesffr( OH O1,ffr ITR1 ,ffrCHO1ffrandffrOPI3)ffrareffr!nvo$vedffr!nffr 
$!p!dffrmetabo$!smffrandffrareffrsub"ectffrtoffrtranscr!pt!ona$ffrregu$at!onffrbyffrt effrop!1ffrrepressor31.ffrStr!#!ng$y,ffrtwoffrofffrt eseffr 
genesffrareffr!nffraffr$!nearffrmetabo$!cffrpat wayffrconvert!ngffrcyt!d!neffrd!p osp ateffrd!acy$g$ycero$ffr(CDp-DAG)ffrtoffrp os­
p oc o$!neffr( CHO1ffrandffrOPI3)ffr(F!g.ffm2)32.ffrITR1 ffrencodesffraffrtransporterffrt atffr!mportsffrexogenousffr!nos!to$ffrfromffrt effr 
growt ffrmed!a.ffrffpeffrfunct!onffrofffrOH O1ffr!sffrunc$ear,ffrbutffrt effrgeneffr asffrbeenffrs ownffrtoffrbeffrsynt et!cffr$et a$ffrw!t ffrPNC 1,ffr 
anffrenzymeffr!nvo$vedffr!nffrt effrproduct!onffrDAGffrandffr!nos!to$ffrtr!sp osp ateffr(Ip3) 33.ffrffpeffreqTl-basedffrpred!ct!onffrofffr 
rec!proca$ffrpos!t!veffrregu$at!onffrbetweenffrgenesffrw!t !nffrt effrDAG-p osp oc o$!neffrpat wayffr!nd!catesffraffrregu$atoryffr
!nterdependenceffrofffrt eseffrgenesffr(OH O1,ffr ITR1 ,ffrCHO1ffrandffrOPI3).ffrInterest!ng$y,ffrt eseffrgenesffrareffrcoord!nate$yffr 
contro$$edffrbyffrt effrIno2-Ino4ffrtranscr!pt!onffrfactorffrcomp$exffrv!affrt effr!nos!to$ffrsens!t!veffrupstreamffract!vat!ngffre$ementffr 
(UAS-Ino)ffrbutffradd!t!ona$ffrregu$at!onffrmayffrbeffrexertedffrbasedffronffrmrnAffrabundanceffr$eve$ffrofffrpat wayffrcomponents.ffr 
Forffrexamp$e,ffrCHO1ffrmrnAffrstab!$!tyffr!ncreasedffr!nffrresponseffrtoffrresp!ratoryffrdeffnc!enc!esffr$ead!ngffrtoffr!ncreasedffrp os­
p at!dy$ser!neffr$eve$sffrandffract!v!t!esffrofffrot erffrCDp-DAGffrpat wayffrenzymes34.ffrffpeffrregu$atoryffrmec an!smsffr!nvo$vedffr 
forffrp osp o$!p!dffrsynt es!sffrareffrcomp$exffrandffr!nc$udeffrb!oc em!ca$ffrregu$at!onffrbyffrsevera$ffrp osp o$!p!dffrprecursorsffr 
andffrproductsffr!nc$ud!ngffrp osp at!d!cffrac!dffr(pA)ffrandffrCDp-DAG35.ffrpAffr e$psffrtoffrsequesterffrt effrop!1ffrrepressorffrawayffr 
fromffrt effrnuc$eus36ffrandffre$evatedffr$eve$sffrofffrCDp-DAGffrfavorsffrt effrop!1-med!atedffrrepress!onffrofffrgenesffrunderffrcontro$ffr 
offfrt effrUAS-Inoffre$ement35,ffrs ownffr!nffrF!g.ffm2. 
Inffradd!t!on,ffr!nos!to$-basedffrregu$at!onffr asffrbeenffrobservedffrtoffrcontro$ffrvar!ousffrmetabo$!cffrpat waysffr!nvo$vedffr!nffr 
membraneffrb!ogenes!sffr!nc$ud!ngffrt effract!vat!onffrofffrOPT1 ,ffranffro$!gopept!deffrandffrg$utat !oneffrtransporterffrencod!ngffr 
gene31.ffrffpeffrpred!ct!onffrt atffrOPI3ffrnegat!ve$yffrregu$atesffrOPT1 ffrexpress!onffr!sffrcons!stentffrw!t ffrt effroppos!teffreffoectsffr 
offfr!nos!to$ffronffrt eseffrtwoffrgenes.ffrAnffrexam!nat!onffrofffrt effrexpress!onffrpatternffrofffrOPT1 ffrandffrOPI3ffrs owsffrt effrstrongffr 
ant!-corre$atedffrexpress!onffrpatternffrbetweenffrt eseffrgenesffr( F!g.ffm3A).ffrffpeffr!nferredffrgene-geneffrre$at!ons !psffrforffrt !sffr 
p osp oc o$!neffrsubnetwor#ffrdemonstrateffrt effrut!$!tyffrofffrourffreqTlffrana$ys!sffrtoffrde$!neateffrb!o$og!ca$$yffrre$evantffrpat ­
ways.ffrInffradd!t!on,ffrourffrana$ys!sffr!mp$!catedffrt atffraffrpoor$yffrc aracter!zedffrgene,ffrOH O1,ffrmayffr aveffraffrfunct!ona$ffrro$effr!nffr 
t effrp osp oc o$!neffrpat way. 
Exam!nat!onffrofffrt effrsequenceffrofffrt effrrmffrandffrBYffrparenta$ffrstra!nsffrforffrt effrgenesffr!nffrt effrp osp oc o$!neffrsubnet­
wor#ffrrevea$edffraffr$ac#ffrofffrnonsynonymousffrpo$ymorp !smsffrw!t !nffrt effrOPI3ffrgeneffrandffrt effrpresenceffrofffrfourffrs!ng$effr 
nuc$eot!deffrpo$ymorp !smsffr(Snps) ffr!nffrt effrupstreamffrpromoterffrreg!onffr (500ffrbpffrfromffrt effrATG).ffrffpeffr!dent!ca$ffram!noffr 
ac!dffrsequenceffrofffrop!3ffrpresentffr!nffrt effrrmffrandffrBYffrstra!nsffrsuggestsffrt atffrt effrd!ffoerencesffrbetweenffrstra!nsffr!sffrdueffrtoffr 
express!onffr$eve$ffrofffrt effrprote!nffrbutffrnotffrdueffrtoffranyffrd!ffoerencesffr!nffrprote!nffrstab!$!tyffrorffract!v!ty.ffroneffrofffrt effrSnpsffrwasffr 
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Figute 2.ffr ffpeffrpert!nentffrfeaturesffrofffrt effrp osp oc o$!neffrpat ways.ffrffpeffrCDp-DAGffrp osp oc o$!neffrpat wayffr 
s owsffrt effr!nvo$vementffrofffrgenesffr!mp$!catedffr!nffrt effreqTl‛basedffrp osp oc o$!neffrsubnetwor#ffr(B$ueffrfont)ffr-ffr ,ffr 
ffrandffr ITR1 ffr(transportffrofffrexterna$ffr!nos!to$).ffrpAffr!n !b!tsffrt effrop!1ffrrepressorffrtrans$ocat!onffrtoffrt effrnuc$eus.ffr 
lowffr$eve$sffrofffrpAffrresu$tffr!nffrtrans$ocat!onffrofffrop!1ffrtoffrt effrnuc$eusffrandffrt effrassoc!at!onffrandffrrepress!onffrofffrt effrIno2/ 
Ino4ffr eterod!mer!cffrtranscr!pt!onffrfactor.ffrlowffr$eve$sffrofffr!nos!to$ffrresu$tffr!nffract!vat!onffrofffrtranscr!pt!onffrofffrsevera$ffr 
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Figute 3.ffr Corre$at!onffrofffrexpress!onffrforffrgenesffr!nffrt effrp osp oc o$!neffrnetwor#.ffr( A )ffrpa!rw!seffrcorre$at!onffrp$otffr 
betweenffrt effr6ffrgenesffr!nffrt effrp osp oc o$!neffrsubnetwor#ffrforffrt effreqTlffrexpress!onffrdataffrfromffrparenta$ffrstra!nffr 
rep$!cates27.ffr( )ffrpa!rw!seffrcorre$at!onffrp$otffrbetweenffrt effr6ffrgenesffr!nvo$vedffr!nffrp osp oc o$!neffrsubnetwor#ffrforffr 
!ndependentffrexpress!onffrdatasetsffrfromffrSpEll39.ffrffpeffrco$orffr!nd!catesffrt effrd!rect!onffrofffrt effrcorre$at!onsffr(b$ueffr 
!nd!catesffrpos!t!veffrandffrredffr!nd!catesffrnegat!ve)ffrandffrt effrs apeffrrepresentsffrt effrstrengt ffrofffrcorre$at!on. 
$ocatedffratffrt effr-1ffrpos!t!onffrupstreamffrtoffrt effrstartffrcodon,ffrw !c ffr!sffraffrpos!t!onffrdemonstratedffrtoffraffoectffrgeneffrexpress!onffr 
$eve$.ffrffpeffraden!neffrnuc$eot!deffr!nffrt effrBYffrstra!nffrfavorsffraffr !g erffrexpress!onffr$eve$ffrcomparedffrtoffrguan!neffrforffrt effrrmffr 
parentffrbasedffronffr$argeffrsca$effrana$ys!sffrofffrvar!antffrnuc$eot!desffratffrt effr-3ffrtoffr-1ffrpos!t!onffrre$at!veffrtoffrt effrstartffrcodon37.ffrffp!sffr 
!sffrreffqectedffr!nffrt effrovera$$ffrexpress!onffr$eve$sffrobservedffrforffrmrnAffr$eve$sffr!nffrt effreqTlffrexpress!onffrdataffrsetffrfromffrSer!a$ffr 
patternffrofffrExpress!onffrleve$sffrlocatorffr(SpEll)ffrdatabase38:ffr~1.5ffrfo$dffr$owerffrexpress!onffrforffr12ffrrmffrparentffrva$uesffr 
comparedffrtoffraffrBYffrreferenceffrpoo$ffr (seeffrTab$esffm1ffrandffrS4).ffrffpeffr ffrgeneffrex !b!tedffranffrexpress!onffrd!ffoerenceffrofffr1.2ffr 
fo$dffrorffr$owerffrbetweenffrt effrrmffrandffrBYffrparents.ffrGenesffrw!t ffrs!m!$arffrmrnAffr$eve$sffrbetweenffrt effrparentffrstra!nsffrdoffrnotffr 
arborffrSnpsffrt atffrareffrdr!v!ngffrt effrexpress!onffrd!ffoerencesffrev!dentffr!nffrt effrsegregantffrprogenyffrstra!nsffrsuggest!ngffrt effr 
presenceffrofffrtrans-act!ngffrSnpsffrasffrd!scussedffr!nffrt effrproteasomeffrsubnetwor#ffrsect!onffrbe$ow.ffrInffradd!t!onffrtoffrSnpsffr!nffr 
t effrpromoterffrreg!on,ffrt effrot erffrgenesffr!nffrt effrnetwor#ffrex !b!tedffrnonsynonymousffrpo$ymorp !smsffrus!ngffrt effrVar!antffr 
V!ewerffrana$ys!sffrtoo$39,ffrasffrs ownffr!nffrTab$effm1. 
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epe 
Popuypopyoouu 
UPPU UPPU ip Ptoootet TEGI OPa 
TO/BY Fold 
hapge -Valueb 
A9T;ffrl234F 6ffr( −78;ffr−79;ffr−213;ffr−228;ffr−375;ffr−451) 1.24* 0.02 
ITR1 C521F 2ffr( −211;ffr−286) 0.98 ns 
OH A331T;ffrF164I 4ffr( −141;ffr−169;ffr−224;ffr−285) 1.11** 0.002 
none 4ffr( −1;ffr−389;ffr−395;ffr−450) 1.51** 0.008 
PT1 A200V;ffrV439I 4ffr( −108;ffr−142;ffr−143;ffr−333) 0.98 ns 
Table 1.ffr SummaryffrofffrSnpsffrandffrgeneffrexpress!onffrd!ffoerenceffrbetweenffrrmffrandffrBYffrstra!nsffrforffrgenesffr!nffrt effr 
p osp oc o$!neffrnetwor#.ffraffpeffrtota$ffrnumberffrofffrSnpsffr!nffrt effrpromotorffrreg!onffrw!t !nffr500ffrbpffrupstreamffrofffrt effrgeneffr 
start.ffrbp-va$ueffrca$cu$atedffrbyffrcompar!ngffr12ffrrmffrparentffrstra!nsffrtoffr6ffrBYffrparentffrstra!nsffr(nsffr=ffrnotffrs!gn!ffncant). 
Valida tion of expre ssion pa tterns using independent da ta se ts. Fromffrt effrSpEllffrdatabase,ffrweffr!nputffr 
a$$ffr6ffrgenesffrfromffrt effrp osp oc o$!neffrsubnetwor#ffrtoffr!dent!fyffrexpress!onffrproffn$!ngffrexper!mentsffrt atffr adffrcorre$atedffr 
dataffrforffrt effrqueryffrgenes.ffrffp!sffrapproac ffrresu$tedffr!nffr7ffrdatasetsffrw!t ffrre$evanceffrwe!g t!ngffr$argerffrt anffr1.0%ffrcomparedffr 
toffra$$ffrot erffrexper!menta$ffrdatasets.ffrAmongffrt ese,ffrsevera$ffrdatasetsffr adffrm!ss!ngffrdataffrorffrveryffr$owffr$eve$sffrofffrexpress!onffr 
forffrt effr6ffrgenesffrofffr!nterestffrw!t ffrt effrexcept!onffrofffr3ffrdatasets,ffrw !c ffrwereffrsub"ectedffrtoffrfurt erffrana$ys!s.ffrWeffrca$cu­
$atedffrt effrpa!rw!seffrcorre$at!onffrbetweenffrt eseffr6ffrgenesffrandffrv!sua$!zedffrt effrcorre$at!onffrmatr!xffrus!ngffrt effrrffrpac#ageffr 
“corrp$ot’ffr( ttps://cran.r-pro"ect.org/web/pac#ages/corrp$ot/!ndex. tm$ ffrforffroneffrofffrt eseffrdataffrsetsffrt atffrfocusedffr 
onffr ypo-osmot!cffrs oc#40.ffrffpeffrpa!rw!seffrcorre$at!onffrp$ot41ffr!sffrpresentedffr!nffrF!g.ffm3B.ffrffp!sffr!ndependentffrexpress!onffr 
dataffrsetffrdemonstratedffrt effrstrongffrant!-corre$at!onffrbetweenffr PT1 ffrandffrt effrot erffrgenesffrw!t !nffrt effrp osp oc o$!neffr 
subnetwor#,ffrw !c ffr!sffrcons!stentffrw!t ffrt effrpred!ct!onffrofffrnegat!veffrregu$at!onffrofffr PT1 ffrbyffr .ffrot erffrgenesffr!nffrt effr 
networ#ffrdemonstratedffrs!m!$arffrcorre$at!onffrp$otsffrtoffrt effreqTlffrdataffrfromffrparenta$ffrrep$!catesffrw!t ffrt effrexcept!onffr 
offfrt effrTH - T ffrpa!r,ffrw !c ffrappearsffrtoffrbeffrregu$atedffrd!ffoerent$yffr!nffr ypo-osmot!cffrcond!t!ons.ffrffpeffrT ffrgeneffr 
encodesffraffrtransporterffrt atffrfac!$!tatesffrt effrupta#effrofffrt !am!neffrandffr!sffrupregu$atedffr!nffrt effr ypo-osmot!cffrexper!mentffr 
w ereasffr!tffr!sffrdown-regu$atedffr!nffrt effrrmffrstra!nffrcomparedffrtoffrt effrBYffrparentffrstra!n.ffrffpeffrregu$atoryffrre$at!ons !pffr 
betweenffrTHI7 - PT1 ffrpa!rffrappearsffrcomp$exffrandffr!sffra$teredffrdepend!ngffronffrenv!ronmenta$ffrcond!t!onsffrandffrstress. 
the prot easome subnet work. Ana$ys!sffrofffr t effrgenesffr !nffr subnetwor#ffr6ffr !nd!catedffrenr!c mentffr !nffr 
ub!qu!t!n-dependentffrprote!nffrcatabo$!cffrprocessesffr( p-va$ueffr=ffr1.25E-04ffrw !c ffr!sffrad"ustedffrtoffr0.014ffrbyffrapp$y!ngffrt effr 
Bonferron!ffrmet od),ffrs ownffr!nffrTab$effmS4.ffrffp!sffrsubnetwor#ffr!nc$udedffr4ffrgenesffrt atffrencodeffrproteasoma$ffrsubun!ts.ffr 
ffpeffrnetwor#ffrstructureffr!nd!catedffrextens!veffrrec!proca$ffrregu$at!onffrbetweenffrproteasoma$ffrgenesffr( F!g.ffm4A .ffrffpeffrpro­
teasomeffr asffr#eyffrro$esffr!nffrce$$u$arffr omeostas!sffrandffr!sffrsub"ectffrtoffrmu$t!p$effrregu$atoryffrmec an!sms42.ffrffp!sffrrec!proca$ffr 
regu$at!onffrpred!ctedffrbyffrourffreqTlffrana$ys!sffr!sffrcons!stentffrw!t ffraffrproposedffrfeedbac#ffrc!rcu!tffr!nffrw !c ffrt effrRPN4 ffrtran­
scr!pt!onffrfactorffrupregu$atesffrproteasoma$ffrgenesffrbutffr!sffra$soffrdegradedffrbyffrt effrproteasome.ffrAffrs!m!$arffrfeedbac#ffrmec a-
n!smffrex!stsffr!nffr !g erffreu#aryotesffrbecauseffrde$et!onffrofffrt effrregu$atoryffrS5a/rpn10/p54ffrsubun!tffrresu$tsffr!nffrextremeffrandffr 
coord!nateffrupregu$at!onffrofffrot erffrproteasoma$ffrgenes43.ffrAdd!t!ona$ffrstud!esffrw!t ffrrnAffr!nterferenceffr!nffr rosophilaffr 
!nd!cateffrt atffr#noc#downffrofffrgeneffrexpress!onffrofffraffrproteasoma$ffrsubun!tffrresu$tsffr!nffrupregu$at!onffrofffrt effrcompan!onffr 
subun!tffrmrnAs44,45.ffrAffrmec an!smffrunder$y!ngffrmrnAffrupregu$at!onffr!nffr !g erffreu#aryotesffrappearsffrtoffrbeffrdependentffr 
uponffrt effr5′ffruntrans$atedffrmrnAffrreg!on46.ffrffpeseffrandffrot erffrstud!esffr aveffrcu$m!natedffr!nffraffrmode$ffrw ereffrfactorsffrsuc ffr 
asffrproteotox!cffrstress,ffrproteasomeffr!n !b!torsffrandffrproteasoma$ffrgeneffrmutat!onsffr aveffrbeenffrdocumentedffrtoffrupregu­
$ateffrproteasomeffr$eve$sffrv!affrRPN4 ffr-med!atedffrtranscr!pt!on.ffrRPN4 ffr!sffraffrtranscr!pt!onffrfactorffrt atffrspec!ffnca$$yffrb!ndsffrtoffr 
t effr roteasomeffr ssoc!atedffr ontro$ffr $ementffr(pACE)ffrfoundffr!nffrmostffrproteasomeffrgenes47,48ffrresu$t!ngffr!nffrcoord!nateffr 
regu$at!onffrofffrmanyffrproteasomeffrgenesffr(F!g.ffm4B ).ffrffpeffrpos!t!veffrregu$at!onffrpred!ct!onsffrbetweenffrproteasomeffrgenesffr 
out$!nedffr!nffrsubnetwor#ffr6ffr(F!g.ffm4A )ffrmayffrreffqectffrt !sffrcoord!nateffrregu$at!on.ffrffpeffrrmffrandffrBYffrparentffrstra!nffrgeneffr 
express!onffrdata,ffr6ffrBYffrparentffrstra!nsffrandffr12ffrrmffrparentffrstra!ns,ffr!nd!catedffrs!m!$arffrexpress!onffr$eve$s27ffrbetweenffrt effr 
proteasoma$ffrgenesffr(F!g.ffm4C )ffrsuggest!ngffrt atffrtrans-act!ngffrpo$ymorp !smsffrareffrdr!v!ngffrt effrexpress!onffrd!ffoerencesffr 
ev!dentffr!nffrt effrsegregantffrprogenyffrstra!ns.ffrffpeffrot erffrt reeffrgenesffr!nffrt !sffrnetwor#ffr( CT2 ,ffrSEN1 ffrandffrSOF1 ffr aveffr 
d!ffoer!ngffrexpress!onffr$eve$sffrbetweenffrrmffrandffrBYffrparentffrstra!ns.ffrffpeffrpreva$enceffrofffrtrans-act!ngffreqTlffr asffrbeenffr 
documentedffrandffrprev!ous$yffrreportedffrforffrt !sffrdatasetffrbetweenffr22‛48%49.ffrffpeffrregu$atoryffreventsffrobservedffr!nffrsub­
networ#ffr6ffrmaybeffrcontro$$edffrbyffrRPN4 ffrbecauseffrs!xffrnodesffr( RPN6 ,ffr ,ffrRPN5 ,ffrSPT16 ,ffrRPN1 ffrandffrRPT5 ffr aveffr 
documentedffrregu$at!onsffrbyffrRPN4 ffrbasedffronffrt effrYEASTrACTffrdatabase50,ffrs ownffr!nffrTab$effmS7.ffrffpeffredgesffr!nffrt !sffr 
networ#ffrmayffrreffqectffrt effrt!m!ngffrofffrexpress!onffrdr!venffrbyffrRPN4 ffrandffrnotffrt effrd!rectffrregu$at!onffrofffroneffrproteasoma$ffr 
geneffrbyffranot erffrproteasoma$ffrgene.ffrFurt erffrexam!nat!onffrofffra$$ffrt effrsubnetwor#sffrus!ngffrt effrYEASTrACTffrdatabaseffr 
s owsffrsevera$ffrnetwor#sffrt atffrareffrcontro$$edffrbyffroneffrorffrmoreffrtranscr!pt!onffrfactorsffr(Tab$effmS7).ffrInffrtota$,ffrt !sffrprotea­
someffrsubnetwor#ffrexamp$effrdemonstratesffrt atffr!nterpretat!onffrofffreqTlffrregu$atoryffr!nformat!onffrmustffrbeffr!ntegratedffr 





t atffrwereffrenr!c edffr!nffrgeneffronto$ogyffrcategor!esffrrevea$!ngffrregu$atoryffrmec an!smsffrcontro$$!ngffrt eseffrb!o$og!ca$ffr 
pat ways.ffrourffreqTlffrpred!ct!onsffruncoveredffraffr#nownffra$terat!onffrofffrgeneffrexpress!onffrw!t !nffraffrb!o$og!ca$ffrpat ­
wayffrt atffrresu$tsffr!nffrregu$atoryffreffoectsffronffrcompan!onffrpat wayffrgenesffr!nffrt effrp osp oc o$!neffrnetwor#.ffrInffradd!t!on,ffr 
weffrde$!neateffr owffrnodesffr!nffrt eseffrsubnetwor#sffrareffrcoord!nate$yffrcontro$$edffrbyffraffrtranscr!pt!onffrfactorffrdr!venffrbyffr 
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Figute 4.ffr proteasoma$ffrsubnetwor#ffr!sffrsub"ectffrtoffrfeedbac#ffrregu$at!on.ffr( A )ffrSubnetwor#ffr6ffrconta!nsffrfourffr 
proteasoma$ffrgenesffrandffrot erffrgenesffrenr!c edffrforffrub!qu!t!n-dependentffrprote!nffrcatabo$!cffrprocesses.ffr( )ffrFeedbac#ffr 
regu$at!onffrmode$ffrdep!ct!ngffrt effrcontro$ffrofffrproteasoma$ffrgeneffrtranscr!pt!on.ffrffpeffrRPN4 ffrtranscr!pt!onffrfactorffrb!ndsffr 
toffrt effrpromoterffrofffrproteasoma$ffrgenesffrv!affrt effrpACEffrDnAffrs!teffrandffr!n!t!atesffrproteasoma$ffrgeneffrtranscr!pt!on.ffr 
ffpeffrRPN4 ffrtranscr!pt!onffrfactorffr!sffrmod!ffnedffrbyffrub!qu!t!nffr(Ub)ffrandffrdegradedffrbyffrt effrproteasome.ffrmutat!onsffrtoffr 
proteasoma$ffrgenes,ffrSnpsffrorffrproteotox!cffract!v!tyffrresu$tffr!nffrt effr!n !b!t!onffrofffrRPN4 ffrdegradat!on.ffr( )ffrHeatffrmapffr 
dep!ct!ngffrt effrexpress!onffr$eve$ffrofffreac ffrstra!nffr(6ffrBYffrparentffrstra!nsffrandffr12ffrrmffrparentffrstra!ns27 )ffrforffrgenesffr!nffr 
t effrproteasoma$ffrsubnetwor#.ffrS!xffrgenesffrw!t !nffrt effrnetwor#ffr aveffrev!denceffrofffrregu$at!onffrbyffrRPN4 .ffrffpeffrRPN4 ­
regu$atedffrgenesffrdoffrnotffrex !b!tffranyffrd!ffoerenceffrbetweenffrBYffrandffrrmffrparentffrstra!nsffrsuggest!ngffrt atffrtrans-act!ngffr 
eqTlffrareffr!mpact!ngffrexpress!onffr!nffrsegregantffrstra!ns.ffrnoteffrot erffrgenesffr!nffrt effrnetwor#ffrdoffrdemonstrateffrd!ffoerentffr 
express!onffr$eve$sffrbetweenffrt effrparentffrstra!ns. 
A. 
• SPT16 •• • RPNS 
\ : 
. 
• • • . 
• • 
B. ...... . . . . Rpn4 
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trans-act!ngffreqTl.ffrHence,ffrd!rect!ona$!tyffrofffrt effredgesffr!nffrt effrsubnetwor#sffrmayffrreffqectffrt effrt!m!ngffrofffrtranscr!pt!onffr 
contro$ffrofffrt eseffrre$atedffrgenes.ffrWeffrexpectffrt atffr!tffr!sffrposs!b$effrtoffrbu!$dffrregu$atoryffrnetwor#sffrw!t ffr!ncreasedffrs!zeffrandffr 
accuracyffrw!t ffrmoreffrextens!veffrdatasetsffrofffreqTl.ffrForffrexamp$e,ffrsevera$ffrstud!esffr aveffrusedffradd!t!ona$ffrquant!tat!veffr 
tra!ts,ffrmu$t!-parentffrcrossesffrandffra$soffr!ntegratedffrot erffrp enotyp!cffrmar#ersffrsuc ffrasffrmetabo$!teffr$eve$sffr!nffrprob!ngffr 
yeastffrb!o$og!ca$ffrnetwor#s51‛54.ffrffp!sffrstudyffrdemonstratesffrt atffr2SplSffrana$ys!sffrprov!desffr!ns!g tffronffrunderstand!ngffr 
regu$atoryffrre$at!ons !psfframongffrgenes,ffrw !c ffrrevea$ffrt effrgenet!cffrarc !tectureffrofffrcomp$exffrtra!tsffrandffrd!seases. 
Materials and Methods 
eQL analysis. Weffrana$yzedffraffryeastffrdataffrsetffrw!t ffr112ffrsegregantsffrfromffraffrcrossffrbetweenffrtwoffrstra!nsffrBY4716ffr 
andffrrm11-$a27.ffrffpeffrstudyffrmeasuredffrmrnAffrexpress!onffrcomb!nedffrw!t ffrgenotyp!ngffrdataffr(2,956ffrSnps)ffrfromffrt effr 
112ffr ap$o!dffrsegregantffrprogenyffrfromffrt effrBY4716ffrandffrrm11-$affrcross.ffrffpeffrdataffrwereffrobta!nedffrfromffrt effrGeneffr 
Express!onffromn!bus55ffr(GEo;ffr ttp://www.ncb!.n$m.n! .gov/pro"ects/geo/ )ffrw!t ffraffrGEoffraccess!onffrnumberffrofffr 
GSE1990.ffrAffrtota$ffrofffr5,727ffrgenesffrwereffrmeasuredffrforffrt e!rffrexpress!onffrva$ues,ffrandffrdeta!$edffrprocedureffrofffrnorma$!­
zat!onffrwasffrprev!ous$yffrdescr!bed27.ffrBr!effqy,ffrbaseffr2ffr$ogar!t mffrtransformat!onffrofffrt effrgeneffrexpress!onffrrat!offr(samp$e/ 
BY4716ffrreference)ffrwasffrca$cu$atedffrandffraveragedffroverffrdup$!catedffrsamp$es.ffrffpeffrdataffrwereffrt enffrnorma$!zedffrus!ngffr 
mAAnoVAffrpac#age56.ffrAsffrprev!ous$yffrdescr!bed27,ffrt effrm!ss!ngffrgenotypeffr!nformat!onffrofffrt effrava!$ab$effr2,956ffrmar#­
ersffrwasffr!mputedffrus!ngffrsamp$effrmeanffrpr!orffrtoffrana$ys!s.ffrToffr!dent!fyffreqTlffrforffreac ffrgene,ffrt effrexpress!onffrofffreac ffrgeneffr 
wasffrregressedffraga!nstffra$$ffrmar#ersffr!nffrt effrgeneffrandffrw!t !nffr500ffrbpffrupstreamffrofffrt effrgenet!cffrreg!on,ffrus!ngffraffrs!mp$effr 
$!nearffrregress!onffrmode$. 
Ne twork con truction. Denot!ngffrt effrexpress!onffrva$uesffrofffrpffrgenesffrasffrYffr=ffr Y1,ffr…,ffrYp )ffrandffrt effrgenotyp!cffr 
va$uesffrofffrqffrpo$ymorp !smsffrasffrXffr=ffr X1,ffr…,ffrXq ),ffrweffrc aracter!zedffrt effrgeneffrregu$atoryffrnetwor#ffrus!ngffraffrsystemffrofffr 
structura$ffrequat!ons, 
Y = ΓY + Ψ + Ε,( 1)X 
w ereffrt effrpffr×ffrpffrmatr!xffrΓffr asffrzeroffrd!agona$ffre$ementsffrandffrconta!nsffrgeneffrregu$atoryffreffoects,ffrt effrqffr×ffrqffrmatr!xffrΨffr 
conta!nsffrcausa$ffrgenom!cffreffoectsffrfromffrc!s-eqTl,ffrandffrEffr!sffranffrnffr×ffrpffrmatr!xffrofffrerrorffrterms.ffrWeffrassumeffrt atffrXffrandffrEffr 
areffr!ndependentffrofffreac ffrot er,ffrandffreac ffrcomponentffrofffrEffr!sffr!ndependent$yffrd!str!butedffrasffrnorma$ffrw!t ffrzeroffrmeanffr 
w !$effr!tsffrrowsffrareffr!dent!ca$$yffrd!str!buted. 
W!t ffrt effrexpress!onffr$eve$sffrofffrt effr409ffrgenesffrandffrt effrgenotypesffrofffrt effrse$ectedffrc!s-eqTlffrforffreac ffrofffr112ffrseg­
regants,ffrweffrapp$!edffrt effr2SplSffrmet od26ffrtoffrestab$!s ffrt effrsystemffr(1)ffrforffrconstruct!ngffraffrgeneffrregu$atoryffrnetwor#ffr 
!nffryeast.ffrF!tt!ngffraffrs!ng$effrregress!onffrmode$ffrforffreac ffrendogenousffrvar!ab$effratffreac ffrstage,ffr2SplSffremp$oysffrt effrr!dgeffr 
regress!onffratffrt effrffnrstffrstageffrtoffrobta!nffrcons!stentffrest!mat!onffrofffraffrsetffrofffrcond!t!ona$ffrexpectat!ons,ffrandffrt effradapt!veffr 
$asso25ffratffrt effrsecondffrstageffrtoffrcons!stent$yffr!dent!fyffrregu$atoryffreffoectsfframongffraffr ugeffrnumberffrofffrcand!dates. 
Toffreva$uateffrt effrre$!ab!$!tyffrofffrconstructedffrgeneffrregu$at!ons,ffrweffrgeneratedffraffrtota$ffrofffr10,000ffrbootstrapffrdataffrsetsffr 
(eac ffrw!t ffr112ffrsegregants)ffrbyffrrandom$yffrsamp$!ngffrt effror!g!na$ffrdataffrw!t ffrrep$acement,ffrandffrapp$!edffr2SplSffrtoffreac ffr 
dataffrsetffrtoffr!nferffrt effrgeneffrregu$atoryffrnetwor#. 
PELL - S. cerevisiae. Toffrva$!dateffrt effrresu$tsffrus!ngffr!ndependentffrdatasets,ffrweffrsearc edffrt effrSpEllffrdatabaseffr 
ttp://spe$$.yeastgenome.org/ 38.ffrffpeffrp osp oc o$!neffrsubnetwor#ffrgenesffrwereffrenteredffr!ntoffrSpEllffrandffrexper­
!menta$ffrdatasetsffrwereffr!dent!ffnedffrt atffr adffrexpress!onffrdataffrforffra$$ffrgenesffrandffrwereffr !g $yffrran#edffrw!t ffrre$evanceffr 
we!g t!ngffr$argerffrt anffr1.0%.ffrUs!ngffrt !sffrapproac ,ffrweffr!dent!ffnedffrt reeffrdatasetsffrforffrana$ys!sffrandffrdemonstratedffr!nde­
pendentffrva$!dat!onffrofffrt effrpred!ctedffrp osp oc o$!neffrsubnetwor#ffrstructure. 
Identification of controlling transcription factors. Affrcuratedffrdatabaseffrofffryeastffrtranscr!pt!onffrfactorsffr 
wasffrusedffrtoffr!dent!fyffrtranscr!pt!onffrfactorsffrt atffrareffrassoc!atedffrw!t ffrregu$at!ngffrgenesffrw!t !nffrsubnetwor#s.ffrffpeffrYeastffr 
Searc ffrforffrTranscr!pt!ona$ffrregu$atorsffrAndffrConsensusffrTrac#!ngffr(YEASTrACT)ffrdatabaseffr!nc$udesffroverffr163,000ffr 
regu$atoryffrassoc!at!onsffrcuratedffrfromffrt effr$!terature50.ffrGenesffrw!t !nffreac ffrsubnetwor#ffrwereffrusedffrasffrt effr!nputffrgeneffr 
$!stffrtoffrsearc ffrforffrtranscr!pt!onffrfactorsffrt atffrareffrdocumentedffrorffrpotent!a$$yffrregu$ateffrgeneffrw!t !nffrt effr$!st.ffrGenesffrwereffr 
cons!deredffrtoffr aveffraffrregu$atoryffrassoc!at!onffrw!t ffrt effrtranscr!pt!onffrfactorffr!fffrt ereffrwasffrdocumentedffrDnAffrb!nd!ngffr 
ev!denceffrp$usffrexpress!onffrev!dence.ffrffpeffrtranscr!pt!onffrfactorsffrwereffrran#edffrbyffrpercentageffrofffrgenesffrregu$atedffrbyffrt effr 
respect!veffrtranscr!pt!onffrfactorffrandffrt effroutputffrforffreac ffrsubnetwor#ffrwasffr!nc$udedffr!nffrt effrSupport!ngffrInformat!on. 
Data Availability 
W !$effrt effrgeneffrexpress!onffr!nformat!onffrcanffrbeffrfoundffratffrGeneffrExpress!onffromn!busffrdatabaseffrw!t ffraccess!onffrno.ffr 
GSE1990,ffrt effrgenotypeffrdataffrareffrprov!dedffr!nffrt effrSupp$ementa$ffrmater!a$ffrw!t ffrperm!ss!onffrfromffrleon!dffrkrug$ya#.ffr 
ffpeffrgeneffrexpress!onffrofffr12ffrrmffrandffr6ffrBYffrparentffrstra!nsffrareffrco$$ectedffrfromffrSer!a$ffrpatternffrofffrExpress!onffrleve$sffr 
locatorffr(SpEll)ffrdatabaseffr( ttp://spe$$.yeastgenome.org/ 38.ffrffpeffrgeneffrexpress!onffrfromffrt effr ypo-osmot!cffrs oc#ffr 
exper!ment39ffrcanffrbeffrdown$oadedffrfromffr ttps://spe$$.yeastgenome.org/searc /dataset_deta!$s/1002. 
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